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Abstract 



A novel binding matrix (BM) consists of a carrier material (CM) having an oxide surface on which solid 
phase reactants (SPR) are covalently bonded via anchor gps. (AG). SPR can bond with one or more free 
reaction partners (FRP). The novel features are that SPR form a dilute and laterally homogeneous binding 
layer on the surface of CM; and that AG are silane gps. linked with SPR via a spacer molecule. Silane 
cpds, of formulae (III) and (IV) are new: R1-R4 = substituents, where at least one of R1-R3 in (III) or at 
least one of R1-R4 in (IV) can form a covalent bond with an oxide surface; Sp = flexible, linear spacer 
molecule with a chain length of 2-50 atoms; XI -X3 = SPR or 1-4C alkoxy-oligo-2-4C alkylene oxide) 
(AOAO) gps., covalently bonded to Sp. Also claimed are: (a) compartmented binding matrices (CBM), 
consisting of CM carrying several BM's (as described above) in spatially sepd. regions; (b) analytical 
elements consisting of BM or CBM covered with one or more additional layer(s) of reaction partners; (c) 
determn. of an analyte in a sample by a specific binding reaction between SPR and FRP, using BM or CBM 
as SPR; (d) a method for reducing non-specific protein binding to an oxide surface, by reacting the surface 
with (III) or (IV) where X1-X3 = AOAO gps.; and (e) articles with an oxide surface, where at least part of the 
surface is covered with a binder layer obtd. by reacting the surface with (III) or (IV) where X1-X3 = AOAO 

gps. 
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@ Biotinsilan-Verbindungen und diese Verbindungen enthaltende Bindematrix. 

@ Die Erfindung betrifft eine Bindematrix, enthaltend ein Tragernnaterial mit einer oxidischen Oberflache und 
einen daran Uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festpliasen-Reaktanden. der mit mindestens einem freien 
Reaktionspartner bindefalnig ist, dadurch gekennzeichnet, da6 der Festpliasen-Reaktant eine verdOnnte und im 
wesentlichen lateral homogene Bindeschicht auf der Oberflache des Tragermaterials bildet und daS die 
Ankergruppen Silangruppen sind und mit dem Festphasenreaktanden uber ein Spacermolekul verknupft sind. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Bindematrix, die ein Tra germ ate rial mit einer oxidischen 
Oberflache und einen daran uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festphasen-Reaktanden, der mit 
mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist, enthalt, wobei dieser Festphasen-Reaktant eine 
verdunnte Bindeschicht auf der Oberflache des Tragermaterials bildet. Weiterhin betrifft die vorliegende 

5 Erfindung neue Silanverbindungen, insbesondere Biotinsilanverbindungen. 

Bei molekularen Erkennungsreaktionen handelt es sich urn die teste und spezifische Btndung zweier 
Molekule, die ohne die Ausbildung einer kovalenten Atombindung eintritt. FOr die praktische Handhabung 
sind insbesondere seiche Reaktionen von Interesse, die an der Grenzflache zwischen einem festen 
Tragermaterlal und einer fluiden Umgebung ablaufen. Dazu wird die Oberflache des festen Tragermaterials 

10 mit einer Fixierschicht belegt, die einen Festphasen-Reaktanden enthalt. An dieser Fixlerschicht laufen dann 
die eigentlichen Erkennungsreaktionen ab. 

Ein Beispiel fur eine derartige Erkennungsreaktion ist ein Festphasenimmunoassay, der uber einen an 
der Festphase fixierten Antikorper durchgefuhrt wird. Dieser Antikorper muS bei diversen Waschprozeduren 
stabil an der Oberflache der Festphase haften und dennoch eine genugend hohe immunologische Aktivitat 

75 aufweisen. Ubiicherweise werden als Festphasen fur Immunoassays Kunststoffoberflachen, vorzugsweise 
aus Polystyrol, verwendet. Zwei Arten von Bindung sind entscheidend fur die Brauchbarkeit der Festphase 
als Bindematrix fur eine molekulare Erkennungsreaktion, namlich zum einen eine moglichst hohe Bindung 
von spezifischen Antikorpern, die z.B. auf Polystyrol adsorbtiv aufgebracht werden und zum anderen eine 
moglichst geringe unspezifische Bindung von Bestandteilen einer Probeflussigkeit, z.B. Blut- und Serumbe- 

20 standteilen, wie Albumin und insbesondere Fibrinogen. 

Die unspezifische Bindung von Proteinen an Oberflachen wird durch hydrophobe, polare Oder Ladungs- 
transfer-Wechselwirkungen sowie durch Wasserstoff-Bruckenbindungen verursacht, wobei je nach Art des 
Proteins die eine oder die andere Bindungsart dominierend ist. DIese unspezifische Bindung von Proteinen 
stent ein groBes Problem bei diagnostischen Tests. z.B. Festphasenimmunoassays und auch bei medizini- 

25 schen Implantaten dar. In der Vergangenheit wurden zur Losung des Problems der unspezifischen 
Proteinbindung eine sehr grofie Zahl von Vorschlagen in der Literatur publiziert. In alien beschriebenen 
Verfahren erreicht man jedoch nur eine teilweise Beseitigung der unspezifischen Bindung bzw. eine 
Verschiebung von einer Bindungsart zur anderen (vgl. z.B. Baeyer et al.. Trans. Am. Soc. Artif. Intern. 
Organs 26 (1980), 309; Gott et a!.. Federation Proceedings 30 (1977). 5, 1679; Wojciechowski et al., 

30 Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 1 (1993), 107-117). 

Von Whitesides et al. (Science 252 (1991), 1164-1166) wurde gezeigt, daB auf Gold- oder Silberoberfla- 
chen durch Selbstassemblierung von Thiolen, die mit Oligoethylenoxideinheiten funktionalislert sind, eine 
unspezifische Bindung von Fibrinogen auf Metalloberflachen vollstandig unterdrUckt werden kann. 

Wie bereits erwahnt, spielt die unspezifische Bindung von Proteinen in der Diagnostik, speziell in 

35 Festphasenimmunoassays, eine groBe Rolle. Besonders vorteilhaft als Festphase, weil universell verwend- 
bar, erwies sich fur solche Anwendungen eine Fixierschicht aus Streptavidin, die durch Bindung mit Biotin 
bzw. biotinylierten Reaktanden fur eine groBe Anzahl von Immuntests verwendet werden kann. Eine 
besonders gute Adsorption wurde durch Verwendung von an polymerisiertes Albumin gebundenem Strepta- 
vidin erreicht. Zur Unterdruckung der unspezifischen Bindung an diese Festphase kann ein oberflachenakti- 

40 ves Mittel zugesetzt werden (WO88/07683). 

Bei neuen Testsystemen. wie z.B. optischen Biosensoren, sind jedoch Kunststoffoberflachen als 
Festphasen oftmals nicht geeignet. Fur diese Anwendungen sind Tragermaterialien mit einer oxidischen 
Oberflache, z.B. Si02 oder Ti02. von besonderem Interesse. Fur diese Festphasen sind ebenfalls verschle- 
dene Methoden zur Immobilisierung von immunologisch aktiven Substanzen beschrieben. Da oxidische 

45 Oberflachen fiir eine direkte adsorptive Beschichtung normalerweise zu hydrophil sind, erfolgt die Beschich- 
tung entweder adsorptiv nach Hydrophobisieren der Oberflache (W091/16425, Anal. Biochem. 145 (1985), 
106-112), lichtinduziert (EP-A-0337081 ) Oder kovalent Uber eine entsprechende Funktionalisierung der 
Oberflache (Sensor 91 , Kongress Band iV). 

In der PCT-Anmeldung WO 92/10757 wird eine Bindematrix offenbart. die ein Tragermaterial und einen 

50 daran uber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reak- 
tionspartner bindefahig ist, enthalt, wobei der Festphasenreaktand eine verdunnte und im wesentlichen 
lateral homogene Bindeschicht auf der Oberflache des Tragermaterials bildet. Als Festphasen werden 
metallische Oberflachen, z.B. Gold, und als Festphasenreaktanden Biotinthiole beschrieben. Die Verdun- 
nung der Bindeschicht auf der Oberflache kann durch Coadsorption eines Biotinthiols und eines nicht- 

55 biotinylierten Thiols erfolgen. Diese Bindematrix ist bei geeigneter Mischung von Biotinkomponente und 
VerdUnner in der Lage, eine Streptavidin-Monoschicht mit einer Schichtdicke von 4 nm spezifisch auf der 
Oberflache zu binden. Die unspezifische Bindung von Streptavidin wird durch geeignete Wahl des 
VerdUnners vermieden. 
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Ein Nachteil der in WO 92/10757 beschriebenen Bindematrix besteht darin, da6 eine adsorptive 
Beschichtung auf hydrophilen Oberflachen nur sehr schwierig durchfuhrbar ist. Dort wird ein kontinuierli- 
ches Abbluten der Proteinschicht, insbesondere in Gegenwart von oberflachenaktiven Mittein, beobachtet. 
Dies trifft teilweise auch auf hydrophobisierte Oberflachen zu. 

5 Neben der Anwendung in Festphasen immunoassays sind unspezifische Proteinbindungen auf oxidi- 

schen Oberflachen noch bei einer Reihe von weiteren Anwendungen relevant, insbesondere z.B. bei 
Oberflachen von Blutfiltern und Bauteilen aus Glas in medizinischen Geraten (z.B. Dialysegeraten), die 
direkt mit Blut Oder Blutbestandteilen in Beruhrung kommen, bei Implantaten aller Art (z.B. HOftgelenken, 
Herzklappen), die aus Titan bzw. Titanlegierungen oder Keramiken bestehen, sowie bei Kanulen und 

70 chirurgischen Instrumenten, Die unspezifische Anlagerung von Proteinen ist der Primarschritt zur Verkapse- 
lung der Implantate und begrenzt deren Verweildauer im Korper auf ca. 10 Jahre (Ullmann, Enzyclopadie 
der chemischen Technik, Band 18, Seite 169 ff.). 

Weiterhin ist die unspezifische Bindung an oxidischen Oberflachen auch bei Ghromatographlemateria- 
lien, Tragermaterialien fur Peptid- oder Oligonukleotidsynthesen sowie bei Laborglasmaterialien, die direkt 

15 mit Blut in Beruhrung kommen (Zentrifugenglaser etc.), relevant. Auch auBerhalb der Medlzin besteht das 
Problem der unerwunschten Adsorption an hydrophile Oberflachen, z.B. bei Autoscheiben, Geschirr etc.. 

Alle bisher beschriebenen Verfahren zur Verringerung bzw. Unterdruckung der Adsorption an oxidische 
Oberflachen weisen - wie oben ausgefuhrt - verschiedene Nachteile auf. Insbesondere Immuntests auf 
oxidischen Oberflachen zeigen verstarkt das Problem eines Abblutens von adsorbtiv gebundenen Antikor- 

20 pern und be! kovalenter Bindung eine unkontrollierte Stochlometrie und daneben die Problematik der 
unspezifischen Proteinadsorption. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem bestand somit darin, oxidische 
Oberflachen auf derartige Weise zu modifizieren, daB das Problem einer unspezifischen Adsorption von 
Proteinen beseitigt oder doch zumindest erheblich verringert wird. 

25 Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung einer Bindematrix auf Basis eines 
Tragermaterials mit einer oxidischen Oberflache, bei der das Abbluten von Festphasen-Reaktanden verhin- 
dert und die unspezifische Adsorption von Proteinen verringert wird. 

Vollig uberraschend wurde festgestellt, daB bei einer Funktionalisierung von oxidischen Oberflachen mit 
bestimmten reaktiven Silanverbindungen die unspezifische Bindung von Proteinen, insbesondere die unspe- 

30 zifische Bindung von Fibrinogen, stark vermindert oder vollstandig beseitigt werden kann. Hierzu wird die 
oxidische Oberflache mit Verbindungen umgesetzt. die oberflachenreaktive Silan-Endgruppen als Anker- 
gruppen zur Reaktion mit der Festphase sowie eine Alkoxy(oligoalkylenoxid)gruppe oder eine Festphasen- 
Reaktanden gruppe aufweisen, wobei die Ankergruppe mit der Festphasen-Reaktandengruppe bzw. mit der 
Alkoxy(oligoalkylenoxid)gruppe uber ein SpacermolekGI verknUpft ist. 

35 Weiterhin wurde festgestellt, daB auf diese Weise hergestellte Bindematrix reproduzierbar und steuerbar 
mit einer definierten Menge an Festphasenreaktanden belegt werden kann, wobei die Festphasenreaktan- 
den ihrerseits wieder die Grundlage fur eine reproduzierbare Belegung mit einer oder mehreren Schichten 
von freien Reaktionspartnern dienen konnen. Auf diese Weise wird ein Analysenelement erhalten, das 
ebenso wie die Bindematrix zum Nachweis von freien Analyten dienen kann. 

40 Uberdies besitzt die Bindematrix bzw. das Analysenelement nicht nur eine konstante Homogenitat uber 
groBere Flachenbereiche (Makrohomogenitat), sondern auch innerhalb sehr kleiner Flachenbereiche (Mikro- 
homogenitat). Somit konnen auf einfache Weise kompartimentierte Bindematrices bzw. Analysenelemente 
hergestellt werden, die sich hervorragend zum multiplen Analytennachweis eignen. 

Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft somit eine Bindematrix, enthaltend ein Ankermate- 

45 rial mit einer oxidischen Oberflache und einen daran uber Ankergruppen kovalent gebundenen Festphasen- 
Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Festphasen-Reaktant eine verdGnnte und im wesentlichen lateral homogene Bindeschicht auf der 
Oberflache des Tragermaterials bildet und daB die Ankergruppen Silangruppen sind, die mit dem Festpha- 
sen-Reaktanden uber ein Spacermolekul verknupft sind. 

50 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht die verdunnte Monoschicht aus einer Molekulsorte, 
wobei die Oberflache nicht vollstandig belegt ist. Der Belegungsgrad mit dem Festphasenreaktanden, der 
ein MaB fur die "Verdunnung" ist, kann ausgedruckt werden als Quotient aus gefundener Dicke der 
Monoschicht dividiert durch die theoretische Schichtdicke bei dichter Packung. 

Der Belegungsgrad der Monoschichten mit dem Festphasen-Reaktanden ist kleiner als 100 %, vorzugs- 

55 weise 0,1 bis 90 %, besonders bevorzugt 0,5 bis 70 %, am moisten bevorzugt 1 bis 40 %. 

Durch den relativ groBen Abstand der einzelnen Molekule des Festphasen-Reaktanden auf der Oberfla- 
che des Tragermaterials enthalt die erfindungsgemaBe Bindematrix eine aufgelockerte Schicht im Gegen- 
satz zur dichtgepackten Schicht des Standes der Technik. Die verdunnte Monoschicht an der Oberflache 
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der erfindungsgemaBen Bindematrix ermoglicht eine schnellere Bindung des freien Reaktionspartners aus 
einer fluiden Phase und zeichnet sich uberraschenderweise durch eine hohere Bindekapazitat aus. 

Das Tragermaterial der erfindungsgemaBen Bindematrix weist eine oxidische Oberflache auf. Beispiele 
fur oxidische Oberflachen sind Oxide von Metallen Oder Halbmetallen (z.B. B oder Si) In Form von reinen 
5 Oxiden oder Mischungen davon (z.B. Glas). Spezifische Beispiele sind Si02. Ti02, AI2O3, Fe203. Ag20, 
Cr2 03, Ta2 05 und Mischungen davon, wobei SiOs. Ti02 und Mischungen davon besonders bevorzugt sind. 

Die kovalente Bindung des Festphasenreaktanden an die Oberflache des Tragermaterials wird durch 
Ankergruppen vermlttelt. Die Ankergruppen sind oberflachenreaktlve Silan-Endgruppen, d.h. Gruppen, in 
den ein oder mehrere Sillziumatome mit Substituenten vorliegen. die eine Reaktlon mit einer oxidischen 
70 Oberflache eingehen konnen. Beispiele fur derartige Substituenten sind Alkoxy-, insbesondere Ci-C^- 
Alkoxygruppen und Halogen-, Insbesondere Chloratome. Eine besonders bevorzugte reaktive Endgruppe ist 
eine Silangruppe mit der allgemeinen Formel (I): 

RiR2R3Si- (I) 

75 

worin R\ R^ und R^ gleich oder verschieden sein konnen und Substituenten des Siliziumatoms darstellen, 
unter der Vorraussetzung, dafi mindestens einer der Substituenten R\ R^ und R^ eine Reaktlon mit einer 
oxidischen Oberflache eingehen kann. Spezifische Beispiele fur Silan-Engruppen der allgemeinem Formel 
(I) sind Monoalkoxydialkylsilan-, Dialkoxymonoalkylsilan-, Trialkoxysilan- oder Trihalogensilangruppen, wobei 

20 die AlkyI- und Alkoxyreste vorzugsweise, 1 bis 4 C-Atome, besonders bevorzugt 1 oder 2 C-Atome, und am 
meisten bevorzugt 1 C-Atom, aufweisen. Bevorzugte spezifische Beispiele sind daher Monomethoxydime- 
thylsilan-, Dimethoxymonomethylsilan-, Trimethoxysilan- sowie Chlorsilan-Endgruppen. Vorzugsweise Ist die 
Silangruppe (I) eine trifunktionelle Gruppe, d.h. alle 3 Substituenten konnen eine Reaktion mit der 
oxidischen Oberflache eingehen, z.B. Trimethoxysilan. 

25 Andererseits kann die Ankergruppe auch durch Reaktion der oxidischen Tragermaterialoberflache mit 
einer oberflachenreaktiven Silangruppe der allgemeinen Formel (II) gebildet werden: 

R'R^Si - 

30 O (II) 

R^R*Si - 

worin R\ R^, R^ und R* entsprechend der Definition in Formel I sind, unter der Vorraussetzung, dafi 
35 mindestens einer der Substituenten R^ und oder R^ und R* eine kovalente Bindung mit einer oxidischen 
Oberflache eingehen kann. Spezifische Beispiel fur reaktive Silan-Endgruppen der Formel (II) sind Tetrame- 
thyldisilanoxy- oder Tetramethoxydisilanoxygruppen. Vorzugsweise ist die Silangruppe (II) eine tetrafunktio- 
nelle Gruppe, d.h. alle 4 Substituenten konnen eine Reaktion mit der oxidischen Oberflache eingehen, z.B. 
Tetramethoxy disi I anoxy . 

40 Die Ankergruppe ist mit dem Festphasenreaktanden uber ein Spacermolekul, vorzugsweise uber ein 
flexibles lineares Spacermolekul mit einer Kettenlange von 2 bis 50, insbesondere 4 bis 40 Atomen 
verknupft. Besonders bevorzugt umfaBt das Spacermolekul eine gegebenenfalls substttuierte oder/und 
Heteroatome enthaltende Alkylengruppe. Als Substituenten kommen zweckmaBigerweise nur solche Atome 
Oder Gruppen in Frage, die nicht mit der oxidischen Oberflache eine kovalente Bindung eingehen konnen, 

45 z.B. Halogenatome oder zweifach gebundener Sauerstoff. Beispiele fur Heteroatome sind insbesondere N, 
O und S, wobei N und O bevorzugt sind. 

Auf der einen Seite des SpacermolekGIs befindet sich die Ankergruppe. die kovalent an die Oberflache 
des Tragermaterials gebunden ist. Auf seiner anderen Seite, d.h. vom Tragermaterial wegstehend, enthalt 
das Spacermolekul eine oder mehrere Verknupfungsgruppierungen, uber die der Festphasen-Reaktant oder 

50 eine Komponente davon mit dem Spacermolekul verknupft ist. Bei diesen Verknupfungsgruppierungen kann 
es sich z.B. um eine Amino- oder Hydroxylfunktion handein, die z.B. mit einer Carboxylfunktion des 
Festphasen-Reaktanden unter Bildung einer Ester- oder Amidgruppe verknupft ist. Das Spacermolekul kann 
jedoch auch als Verknupfungsgruppe eine Carboxylfunktion enthalten, die dann wiederum mit einer 
reaktiven Amino- oder Hydroxylfunktion des Festphasenreaktanden verknUpft ist. 

55 Eine bevorzugte Moglichkeit zur Herstellung einer erfindungsgemaBen Bindematrix ist der Einbau einer 
hydrophilen Linkergruppe zwischen dem Spacermolekul und der Festphasen-Reaktanden. Dieser Linker ist 
insbesondere ein geradkettiges MolekUl mit einer Kettenlange von 4 bis 15 Atomen. Bevorzugt ist dabei 
eine Linkergruppe, die eine oder mehrere hydrophile Ethylenoxideinheiten, vorzugsweise zwischen 1 und 5 
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enthalt. Besonders bevorzugt wird die hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- Oder Hydroxyl-termrniertes 
Polyethylenoxid gebildet. Als besonders geeigneter Linker hat sich 1 ,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (DADOO) 
erwiesen. 

Zwischen dem hydrophilen Linker und denn Festphasen-Reaktanden kann gegebenenfalls noch ein 

5 weiteres SpacermolekOI eingebaut warden, das wie oben definiert ist. 

Es soil klargestellt werden, daB fur die Herstellung einer erfindungsgemaBen Bindematrix mit einer 
verdGnnten Monoscliicht des Festphasen-Reaktanden mehrere Moglichkeiten bestehen. Inn folgenden 
werden einige dieser Moglichkeiten aufgefuhrt. diese Aufzahlung soli jedoch den Umfang der vorliegenden 
Erfindung nicht darauf beschranken. 

10 Eine erste Moglichkeit zur Herstellung der erfindungsgemaBen verdunnten Bindematrix besteht in der 
Wahl geeigneter Beschichtungsbedingungen. So kann durch Variation von Parametern, wie der Konzentra- 
tion des Festphasenreaktanden, der mit der oxidischen Oberflache in Kontakt gebracht wird, den Reaktlons- 
bedingungen, wie etwa Temperatur, Reaktionsdauer oder der Reaktivitat der Ankergruppen des Festpha- 
sen-Reaktanden, eine geeignete Verdunnung der Bindeschicht an der Oberflache des Tragermaterials 

75 erreichen. Bezuglich dieser Parameter ist festzustellen, daB die Belegungsdichte des Festphasen-Reaktan- 
den auf der Oberflache des Tragermaterials bei Erhohung der Konzentration des Festphasen-Reaktanden, 
der Reaktionstemperatur, der Reaktionsdauer und der Reaktivitat der Ankergruppen ansteigt, wahrend 
umgekehrt bei Erniedrigung dieser Parameter eine Verringerung der Belegungsdichte erreicht werden kann. 
Die zur Herstellung einer verdunnten Bindematrix geeigneten Reaktionsbedingungen sind im folgenden 

20 ausfUhrlicher beschrieben. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung kann die Herstellung einer verdQnnten Bindeschicht 
des Festphasen-Reaktanden durch gleichzeitige Bindung von Molekulen des Festphasen-Reaktanden und 
von Verdunnungsmolekulen an die Oberflache des Tragermaterials erreicht werden. 

In dieser Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaBe Bindematrix zusatzlich noch Spacermolekule, 

25 die zwar mit einer Ankergruppe versehen sind, aber an die kein Festphasen-Reaktant gebunden ist. 
Derartige Verbindungen werden im weiteren auch als Verdunnungsmolekule bezetchnet. Wenn man z.B. 
biotinylierte und nicht biotinylierte Spacermolekule im Verhaltnis von 1:10 bis 1:2 einsetzt, so erhalt man 
eine verdunnte Biotin-Monoschicht, die den freien Reaktionspartner mit hoher Geschwindigkeit und groBer 
Kapazitat binden kann. 

30 Geeignete Verdunnungsmolekule enthalten eine Ankergruppe und einen Spacerbestandteil sowie ggf. 
ein Linkermolekul, wobei sich die Kettenlange des SpacermolekGls des Verdunnungsmolekuls urn nicht 
mehr als 1-5, bevorzugt nicht mehr als 1 - 2 Atome von der Kettenlange des Spacermolekuls 
unterscheidet, das an den Festphasen-Reaktanden gebunden vorliegt. Es hat sich weiterhin als zweckmaBig 
erwiesen, daS die Mindestkettenlange des VerdGnnungsmolekuls 6 Atome (ohne Ankergruppe und hydro- 

35 phile Linkergruppe) betragt. 

Anstelle des Festphasen-Reaktanden befindet sich vorzugsweise an dem von der Ankergruppe entfern- 
ten Ende des VerdGnnungsmolekuls eine funktionelle Gruppe, wie z. B. eine Hydroxylgruppe, eine 
Carbonsauregruppe, eine Carbonsaureethylester- oder Methylestergruppe, eine Carbonsaureamidgruppe, 
eine mit 1 oder 2 Methyl- oder Ethylgruppen substitutierte Carbonsaureamidgruppe, eine Sulfonsauregrup- 

40 pe, eine Sulfonamidgruppe oder eine Alkoxyoligoalkylenoxidgruppe, insbesondere eine Ci -C4-Alkoxy(C2- 
C4-alkylenoxid)gruppe mit 1-10 Alkylenoxideinheiten. Besonders bevorzugt sind Methoxyoligoalkylenoxid- 
gruppen. wobei eine Alkylenoxidgruppe 2 bis 4 C-Atome, am moisten bevorzugt 2 C-Atome aufweisen kann. 
Die Anzahl der Alkylenoxidgruppen betragt vorzugsweise 1 bis 10. Am moisten bevorzugt sind Methoxymo- 
noethylenoxid-, Methoxydiethylenoxid- und Methoxytriethylenoxid- und Methoxytetraethylenoxidgruppen. 

45 Vorzugsweise enthalt ein bevorzugtes Verdunnungsmolekul somit auf der einen Seite des Spacerbestand- 
teils eine mit dem TrSgermaterial reaktive Ankergruppe und auf der anderen Seite eine hydrophile 
Endgruppe. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen ein Spacer mit Festphasen-Reaktant und ein 
Spacer ohne Festphasen-Reaktant uber eine kovalente Bindung verknupft. Diese VerknGpfung erfolgt 

60 vorzugsweise uber eine Si-O-Si-Brucke. 

In solchen gemischten Monoschichten, die aus VerdunnungsmolekOlen (Spacermolekulen ohne 
Festphasen-Reaktant) und aus Spacermolekulen mit Festphasen-Reaktant bestehen, betragt der Anteil der 
SpacermolekGle mit Festphasen-Reaktant zweckmaBig 0,1 - 90 mol-%, vorzugsweise 0,5 - 50 mol-% und 
besonders bevorzugt 1 - 40 mol-%. 

55 In alien bisher genannten Bindeftlmen besteht der FestphasenReaktant aus einer Komponente. Dabei 
handelt es sich vorzugsweise um Biotin oder Biotin-analoge Molekule wie Desthiobiotin, Iminobiotin oder 
HABA (4-Hydroxy-phenyl-azo-benzoesaure), die ebenfalls mit Streptavidin reagieren. 
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Weitere Beispiele fur geeignete Festphasen-Reaktanden sind jedoch auch mit einem Antikorper 
bindefahige Antigene oder Haptene. In diesem Fall ist der Festphasen-Reaktant vorzugsweise ein Hapten 
mit einem Molekulargewicht von 100 bis 1200. Geeignet sind beispielswelse Steroide (wie z.B. Digoxin, 
Digoxigenin, Cortisol, Oestriol, Oestradiol. Theophyllin, Diphenylhydantoin, Testosterol, Gallensauren, Pro- 

5 gesteron und Aldosteron); kurzkettige Peptide (wie z.B. Argipressin, Oxytocin und Bradykinin); Fluorescein 
und seine Derivate; T3, T4, Aflatoxin, Atrazin, Pflanzenhormone wie z.B. Gibbertlline; und Alkaloids (wie z.B. 
Reserpin und Ajmalicin). Weitere Beispiele fOr geeignete Festphasenreaktanden sind auch Oligo- und 
Polynukleotide, die mit freien Nukleinsauren komplementarer Sequenz binden konnen. 

Besonders bevorzugt werden als Hapten Biotin und Biotinderivate, Digoxin, Digoxigenin, Fluorescein 

10 und Derivate sowie Theophyllin eingesetzt. 

Andererseits kann der Festphasen-Reaktant auch aus mehreren Komponenten bestehen. Darunter ist 
insbesondere zu verstehen, daB eine innere Komponente des Festphasen-Reaktanden kovalent mit einem 
Spacermolekul verknupft ist und nicht kovalent an die auBere Komponente des Festphasen-Reaktanden 
gebunden ist. Dabei ist dann die auBere Komponente des Festphasen-Reaktanden zur Bindung elnes freien 

75 Reaktionspartners in der Lage. Beispielswelse kann es sich bei der inneren Komponente um Biotin und bei 
der auBeren Komponente um Streptavidin handeln. Eine solche Bindematrix ist wiederum in der Lage, 
biotinylierte Reaktionspartner aus einer Losung zu binden, da Streptavidin vier Bindestellen fur Biotin 
besltzt, von denen mindestens zwei noch frei sind. 

Eine Bindeschlcht, die einen aus zwei Komponenten bestehenden Festphasen-Reaktanden enthalt, Ist 

20 dann eine erfindungsgemafle Bindematrix, wenn die auBere, d.h. die mit einem freien Reaktionspartner 
bindefahige Komponente des Festphasen-Reaktanden (d.h. im speziellen Fall Streptavidin) eine verdGnnte 
Schlcht an der Oberflache der Bindematrix bildet. Vorzugsweise blldet die innere Komponente des 
Festphasen-Reaktanden eine unverdunnte Schicht an der Oberflache der Bindematrix, an die sIch die 
auBere Komponente des Festphasen-Reaktanden unter Bildung einer verdunnten Schicht aniagern kann. 

25 So bindet eine dichtgepackte Biotinmonoschicht mit 100 % Belegung (die selbst kelne erflndungsgema- 
Be Bindematrix darstellt) Streptavidin mit einer geringeren Belegungsdichte. Diese verdunnte Streptavidin- 
Schicht stellt dann wiederum eine erfindungsgemaBe Bindematrix dar, die einen freien Reaktionspartner, 
z.B. einen biotinylierten Antikorper zu einem dichtgepackten Film binden kann. Eine verdunnte Biotinmono- 
schicht, die beispielswelse durch Verwendung elnes Festphasen-Reaktanden mit Spacer und Linker 

30 hergestellt wurde und die selbst eine erfindungsgemaBe Bindematrix fur die Bindung von freiem Streptavi- 
din darstellt, kann Streptavidin zu einem dichtgepackten Film mit 100 % Belegung binden. Die dabei 
resultierende, dichtgepackte Streptavidinschicht stellt jedoch wiederum keine erfindungsgemaBe Bindema- 
trix dar (weil nicht flexibel) und kann einen Reaktionspartner (z.B. einen biotinylierten Antikorper) nur zu 
einem ca. 10 % belegten Film binden. 

35 Dieses erfindungsgemaBe Prinzip des verdunnten bindefahigen Festphasen-Reaktanden laBt sich von 

der Biotin-Streptavidin-Bindung auch auf andere Bindepaare, also z.B. Antikorper-Antlgen etc. erweitern. 

Der Belegungsgrad des Festphasen-Reaktanden an der Oberflache der Bindematrix ist durch eine 
Dickenmessung der Bindeschlcht bestimmbar. Dabei nimmt die gemessene Schichtdicke mit dem Bele- 
gungsgrad der Bindeschlcht ab. 

40 Die Vorteile der erfindungsgemaSen Bindematrix kommen uberraschenderweise besonders gut in 
kleinen Flachenbereichen, beispielswelse in Flachen £ 0,5 cm^ und insbesondere ^ 0,1 cm^ zur Geltung. 
Damit kann eine Bindematrix hergestellt werden, die eine Vielzahl von raumlich getrennten Bereichen bzw. 
Kompartimenten aufweist, auf der mit ortsauflosenden Detektionsmethoden die Bindung von freien Reak- 
tionspartnern an den Festphasenreaktanden sowohl qualitativ als auch quantitativ getrennt voneinander 

45 nachgewiesen werden kann. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorllegenden Erfindung ist daher eine kompartimentlerte Bindema- 
trix, welche dadurch gekennzeichnet Ist, daB auf einem Tragermaterial eine Vielzahl von raumlich getrenn- 
ten bzw. diskreten Bereichen angeordnet ist, die jeweils eine erfindungsgemaBe Bindematrix umfassen. 
Die raumlich getrennten Bereiche bzw. Spots sind auf der gemelnsamen Tragermaterialoberflache 

50 vorzugsweise in einem regelmaBigen Muster nebeneinander aufgebracht. Vorteilhaft sind 10-100 Spots pro 
cm2 Oberflache des Tragermaterials und besonders vorteilhaft sind 20-50 Spots. Der Durchmesser der 
Spots betragt vorzugsweise 0,1 - 1 mm. Der Abstand zwischen den auBeren Begrenzungen der einzelnen 
Spots betragt vorzugsweise 0,1 - 1 mm, um ein getrenntes Auftragen von Reagenzien zu erieichtern. 

Vorzugsweise werden die raumlich getrennten, jeweils eine Bindematrix umfassenden Flachenbereiche 

55 auf ein Tragermaterial mit nicht-oxidischer Oberflache aufgebracht. Vorzugsweise werden die Bereiche bzw. 
Spots in einem regelmaBigen Muster aufgebracht. Um das gewunschte Muster von Oxid-Spots auf der 
Tragermaterialoberflache zu erhalten, kann beim Aufbringen der Spots eine Maske auf das Tragermaterial 
aufgelegt werden, in der das gewunschte Muster freigelassen ist. Die Maske kann anschlieBend mit 
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oxidischem Material bedampft oder besputtert werden, wobei auf der nicht-oxidischen Tragermaterialober- 
flache ein Muster mit Oxid-Spots entsteht. 

Oxid-Spots konnen auch so hergestellt werden, daS eine oxidische Oberflache mit nicht-oxidlschem 
Material so bedeckt wird, dafi das nicht-oxidische Material die Zwischenflachen zwischen einzelnen Spots 
5 des oxidischen Materials bildet. 

Anschlie3end werden die Oxid-Spots auf der Trageroberflache mit der verdunnten erfindungsgemaBen 
Bindematrix belegt. In einer AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung enthalten die raumlich getrennten 
Oxid-Spots Bindematrices mit jeweils gleichen Festphasenreaktanden, wobei der VerdUnnungsgrad des 
Festphasenreaktanden auf den einzelnen Spots gegebenenfalls variiert werden kann. Andererseits konnen 
10 die einzelnen raumlich getrennten Oxid-Spots auch Bindematrices mit unterschiedlichen Festphasenreak- 
tanden umfassen. 

Ein welterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Analysenelement, das eine verdunnte Bindema- 
trix enthalt, wobei der Festphasenreaktand mit einer oder mehreren zusatzlichen Schichten von Reaktions- 
partnern belegt ist. Uberraschenderweise wurde namlich festgestellt, da/3 ein erster freier Reaktionspartner 

75 gut reproduzierbar und homogen an den Festphasenreaktanden der erfindungsgemaBen Bindematrix binden 
kann. Uber den VerdUnnungsgrad des Festphasenreaktanden kann uberraschenderweise sogar die Menge 
des Reaktionspartners uber weite Bereiche variiert werden. 

Nach Bindung einer definierten Menge des ersten freien Reaktionspartners an die Bindematrix kann das 
resultierende Analysenelement seinerseits noch weitere spezifische Reaktionspartner in einer weiteren 

20 Schicht sehr gut und reproduzierbar binden. 

So kann beispielsweise eine erfindungsgemaBe Bindematrix, die Biotin als Festphasenreaktanden 
enthalt, mit Streptavidin reproduzierbar beschichtet werden und diese Streptavidinschicht kann ihrerseits 
wieder sehr gut reproduzierbar mit einer Schicht eines biotynillerten freien Reaktionspartners belegt werden. 
Der an den Festphasenreaktanden bindefahige Reaktionspartner ist vorzugsweise ein spezifischer bioaffiner 

25 Bindungspartner, der zum Nachweis von freien, sich in einer Probelosung befindlichen Analyten verwendet 
werden kann. 

Beispiele fCir geeignete bindefahige Reaktionspartner sind z.B. Antikorper, Antigene, Haptene oder 
Nukleinsauren. 

In einer Ausfuhrungsform kann eine kompartimentierte Bindematrix, die eine Vielzahl von raumlich 
30 getrennten Spots mit jeweils verdunnten Bindeschichten eines Festphasenreaktanden enthalt, direkt zur 
reproduzierbaren Aufgabe von einer oder mehreren weiteren Schichten gleicher oder verschiedener 
Reaktionspartner dienen. 

In einer anderen Ausfuhrungsform werden die verdGnnten Bindeschichten der einzelnen Spots jeweils 
durch eine weitere Bindeschicht belegt. Da diese Belegung erfindungsgemaB auch auf sehr kleiner Flache 

35 reproduzierbar ist, konnen diese Bindeschichten sehr gut fur die reproduzierbare Belegung einer einstellba- 
ren Menge einer dritten Bindeschicht mit Reaktionspartnern dienen, die innerhalb des Analyseelements 
gleich oder von Spot zu Spot verschieden sein konnen. 

Bei beiden Ausfuhrungsformen kann jeder Spot des Analysenelements separat mit einer definierten 
Menge an Reaktionspartnern belegt werden, ohne daB unspezifische Bindungen diese Belegung storen. 

40 Selbst bei sehr kleinen Abmessungen der Spots kann eine homogene Belegung erreicht werden. Dadurch 
ist die Herstellung von Analysenelementen mit einer Vielzahl von Spots, die eine konstante und homogene 
Belegung eines Reaktionspartners aufweisen, auf sehr kleinem Raum moglich. Zusatzlich laBt sich die 
Belegung verschiedener Spots mit dem Reaktionspartner auch Uber den VerdUnnungsgrad verschiedener 
Bindeschichten einfach und reproduzierbar steuern, so daB jeder Spot individuell bezUglich des nachzuwei- 

45 senden Analyten und bezuglich der hierfUr erforderlichen Sensitivitat eingestellt werden kann. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist daher ein multiples Analysenelement auf Basis 
einer kompartimentierten Bindematrix, das eine parallele qualitative oder/und quantitative Bestimmung einer 
Vielzahl von Analyten in einer Probe Oder eines Analyten in verschiedenen Proben auf engem Raum 
eriaubt, wobei nur sehr geringe Reagenzmengen benotigt werden, so daB diese Bestimmungen nur sehr 

50 wenig durch unspezifische Bindungen von Blut- und Serumbestandteilen, wie z.B. Fibrinogen, gestort 
werden. GegenUber konventionellen "Multiparameter"-Analysenelementen wie z.B. Mikrotiterplatten kann 
dabei eine wesentlich hohere Zahl von Analysenbereichen auf einer gegebenen Flache angeordnet werden. 
So konnen bis zu 100 Bindematrix-Spots pro cm^ problemlos angeordnet werden. 

Das erfindungsgemaBe kompartimentierte Analysenelement kann auf einer Bindematrix mit gleichen 

55 Oder unterschiedlichen Festphasenreaktanden basieren. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist ein komparti- 
mentiertes Analysenelement auf Basis einer Bindematrix, die auf jedem Spot den gleichen Festphasenreak- 
tanden enthatt. Jeder Spot kann seinerseits zur raumlich begrenzten und reproduzierbaren homogenen 
Bindung von gegebenenfalls unterschiedlichen freien Reaktionspartnern dienen. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Analysenelement zur Bestimmung unter- 
schiedlicher Analyten in einer Probe, umfassend eine kom parti mentierte Bindematrix, worin die einzelnen 
raumlich getrennten Bindematrix-Bereiche mit jeweils unterschiedlichen, an den Festphasenreaktanden 
bindefahigen Reaktionspartnern belegt sind. Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 

5 ein Analysenelement zur Bestimmung gleicher Analyten in verscliiedenen Proben, umfassend eine kompar- 
timentierte Bindematrix, worin die einzelnen raumlich getrennten Bindematrix-Bereiche mit jeweils gleichen, 
an die Festphasenreaktanden bindefahigen Reaktionspartnern belegt sind. 

Die erfindungsgemafien Multianalyt-Analyseelemente umfassen vorzugsweise ein flachenformiges 
Tragermaterial, dessen Oberflache mit einem regelmafiigen Muster raumlich getrennter Bereiche bedeckt 

10 ist, welche jeweils eine Bindematrix enthalten. die mit einer oder mehreren Schichten von zusatzlichen 
Reaktionspartnern belegt ist. 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer erfin- 
dungsgemaBen Bindematrix. Aufgrund der unterschiedlichen Natur der erfindungsgemaSen Bindematrizes 
sind auch die Herstellungsverfahren im Detail unterschiedlich. Mehrere bevorzugte Varianten dieser Herstel- 

15 lungsverfahren sind in den Ausfuhrungsbeispielen dargestellt. Allgemein beinhaltet das erfindungsgemafie 
Verfahren die Inkubation des Tragermaterials mit einer Reaktionslosung, in der die Molekule vorliegen, 
welche die Bindeschicht der erfindungsgemaBen Bindematrix bilden. Diese Molekule enthalten an gegen- 
uberliegenden Seiten die Ankergruppe und den Festphasen-Reaktanden (wobei in einigen Ausfuhrungsfor- 
men der vorliegenden Erfindung nicht alle Molekule der Bindeschicht mit einem Festphasen-Reaktanden 

20 verknGpft sein mussen). Vorzugsweise ist Festphasen-Reaktant Uber ein SpacermolekGl mit der Ankergrup- 
pe verknGpft. Die Bindung der Ankergruppen an das Tragermaterial aus der Losung unter Bildung der 
erfindungsgemaBen Bindematrix ist ein spontaner ProzeB. 

Die Beschichtung von oxidischen Oberflachen mit Silanen erfolgt dadurch, daB eine Losung der 
Silanverbindung bzw. des Gemisches von Silanverbindungen mit einer zuvor gereinigten oxidischen 

25 Oberflache in Kontakt gebracht werden. Die Reinigung der oxidischen Oberflache erfolgt vorzugsweise 
durch Kochen in einer starken anorganischen Saure. z.B. HNO3, H2SO4, HOI und besonders bevorzugt 
Konigswasser (H2SO4/HCI). AnschlieBend wird die oxidische Oberflache zur Entfernung der Saure gewa- 
schen und getrocknet. Dann wird die auf diese Weise gereinigte Oberflache mit der Losung der Silanver- 
bindung in Kontakt gebracht. Als Losungsmittel geeignet sind wasserfreie organische Losungsmittel, wie 

30 etwa Methanol, Chloroform Oder Mischungen davon. Weiterhin ist es bevorzugt, daB die Bindeschicht unter 
Schutzgas, z.B. N2, aufgebracht wird. 

Bei einer unvollstSndigen Silanisierung der oxidischen Oberflache zur Erzeugung einer verdunnten 
Bindeschicht des Festphasenreaktanden ohne Verwendung eines SilanverdGnners betragt die Konzentration 
der Festphasenreaktand-Silanverbindung vorzugsweise 10~* bis 10"^ Gew.-% in einem geeigneten Lo- 
ss sungsmittel, besonders bevorzugt 5 x 10"^ Gew.-% bis 5 x 10"^ Gew.-%. Die Reaktionsdauer betragt 
vorzugsweise 10 bis 60 Minuten, besonders bevorzugt 20 bis 40 Minuten, und die Temperatur der Reaktion 
betragt vorzugsweise 10 bis 50 'C, besonders bevorzugt Raumtemperatur. 

Wenn die oxidische Oberflache mit einer Kombination aus Biotinsilan und SilanverdGnner beschichtet 
werden soil, betragt die Konzentration der Silanverbindungen im Losungsmittel vorzugsweise 0,1 bis 5 

40 Gew.-%, besonders bevorzugt 0.5 bis 2 Gew.-%, wobei die einzelnen Verbindungen in den jeweils 
gewunschten Anteilen eingesetzt werden. Die Reaktionszeit betragt vorzugsweise 1 bis 8 Stunden, beson- 
ders bevorzugt 3 bis 5 Stunden. Die Temperatur betragt vorzugsweise 10 bis 50 "C, besonders bevorzugt 
Raumtemperatur. 

Nach DurchfGhrung der Reaktion werden die Oberflachen anschlieBend gespGIt, vorzugsweise mit dem 
45 zum Aufbringen des Silans verwendeten Losungsmittels und fur eine Dauer von 20 Minuten bis 8 Stunden 
bei erhohter Temperatur, z.B. 60 bis 140*0 in einem Ofen, gegebenenfalls unter Vakuum, konditioniert. 

Gegebenenfalls kann in einem zweiten Schritt durch Inkubation mit einer zweiten Reaktionslosung eine 
weitere Substanz angelagert werden, insbesondere wenn der Festphasen-Reaktant aus mehreren, nicht 
kovalent miteinander verbundenen Komponenten besteht. Zum Aufbringen der zweiten und ggf. weiteren 
50 Schichten sind die Reaktionsbedingungen nicht kritisch, so daB ohne Schutzgas und mit Wasser als 
Losungsmittel gearbeitet werden kann. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellte Bindeschicht ist mikroskopisch homogen, wie 
z.B. durch geeignete Verfahren, wie etwa Wellenleiter-Messungen oder WeiBlicht-lnterferometrie nachweis- 
bar ist. 

55 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer komparti- 

mentierten Bindematrix, wobei man raumlich getrennte Bereiche auf einem Tragermaterial, die eine 
oxidische Oberflache aufweisen, mit gleichen oder verschiedenen Reaktionslosungen inkubiert, worin 
MolekGle enthalten sind, die aus oberflachenaktiven Silan-Endgruppen und damit Gber SpacermolekGle 
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verknupften, gleichen Oder verschiedenen Festphasenreaktanden bestehen. Vorzugsweise werden die 
raumlich getrennten Bereiche mit oxidischer Oberflache auf ein Tragermaterial mit nicht-oxidischer Oberfla- 
che, z.B. durch Aniegen einer Maske und Bedampfen oder Besputtern mit oxidischem Material, aufge- 
bracht. 

5 Sollen die Bereiche bzw. Spots der kompartimentierten Bindematrix gleich sein, kann das Tragerele- 

ment einfach in eine Reaktionslosung eingetaucht werden, welche die fur die Erzeugung der gewunschten 
Bindematrix notwendigen Molekule enthalt. Sollen die Bindematrices der einzelnen Bereiche jedoch 
unterschiedlich sein, so werden verschiedene Reaktionslosungen auf einzelne Oxidspots aufgegeben, die 
jeweils andere Festphasenreaktanden enthalten. Stattdessen oder zusatzlich konnen auch unterschiedliche 

10 Verdunnungsgrade der Bindematrices auf verschiedenen Spots erzeugt werden, Indem z.B. ein unterschied- 
licher Anteil an Verdunnungsmolekulen in den einzelnen Reaktionslosungen vorhanden ist, die auf verschie- 
dene Spots aufgegeben werden. Diese raumlich getrennte Aufgabe der Reaktionslosungen kann tiber 
gebrauchliche Methoden wie PIpettieren. Stempel- oder Drucktechniken, wie z.B. Ink-Jet erfolgen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 

75 Analysenelements, wobei man eine erflndungsgemafie Bindematrix mit mindestens einer Reaktionslosung 
inkubiert, worin Molekule von weiteren, an die Bindematrix bindefahigen Reaktionspartnern enthalten sind. 

Die Herstellung von kompartimentierten Analysenelementen kann auf verschiedene Weise erfolgen. Im 
einfachsten Fall wird eine Losung von gleichen oder verschiedenen Reaktionspartnern auf verschiedene 
Bindematrix-Spots, die jeweils mit einer verdunnten Bindeschicht belegt sind. z.B. mit einer Pipette 

20 aufgebracht. Diese Reaktionspartner mussen zur Bindung an den Festphasenreaktanden an der Oberflache 
der kompartimentierten Bindematrix in der Lage sein. Vorzugsweise verwendet man daher als Reaktions- 
partner Konjugate, die eine zur Bindung an den Festphasenreaktanden fahige Gruppe enthalten. Ein 
Belspiel fur seiche Konjugate sind Antikorper, die mit Biotin gekoppelt sind. Auf unterschiedliche Oxid- 
Spots, die mit einer verdunnten Biotin-Silan-Bindematrix und einer daran gebundenen Streptavidin-Bindes- 

25 chicht als Festphasenreaktand belegt sind, konnen auf den einzelnen Spots gleiche oder verschiedene 
biotinylierte Antikorper aufgebracht werden, die sich dann an die einzelnen Streptavidinschichten binden. 
Man erhalt auf diese Weise ein Analysenelement, das auf engstem Raum verschiedene Felder besitzt, die 
gegebenenfalls zur Bindung vieler unterschiedlicher freier Analyten in der Lage sind. 

Wird auf jeden Spot der gleiche biotinylierte Antikorper aufgebracht. so konnen mit dem Analysenele- 

30 ment mehrere Proben parallel bestimmt werden, die einen mit dem festphasengebundenen Antikorper 
reaktiven Analyten enthalten. 

Weitere Moglichkeiten zur Aufgabe verschiedener Reaktionspartner auf die jeweiligen Spots sind Druck- 
oder Stempeltechnlken, insbesondere Ink-Jet, Oder die Aufgabe mittels einer Mikromultipinplatte analog zur 
Aufgabe verschiedener Reagenzien auf Mikrotiterplatten. 

35 Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
Probelosung mittels einer spezifischen Bindungsreaktion zwischen mindestens zwei bioaffinen Reaktanden, 
von denen einer an eine Festphase gekuppelt vorliegt und der oder die anderen Partner frei sind, wobei 
man einen Festphasen-Reaktanden verwendet, der Bestandteil einer erfindungsgemafien Bindematrix Ist. 
Bei einem derartigen Verfahren kann der Nachweis der Bindung des frelen Reaktionspartners an den 

40 Festphasenreaktanden dadurch ermoglicht werden, da6 der freie Bindungspartner eine Markierungsgruppe 
tragt. Gebrauchlich ist insbesondere die Markierung mit einem Enzym oder mit einem fluoreszierenden 
Oder lumineszierenden Bestandteil. Die dadurch ermoglichte indirekte optische Beobachtung der Bindung 
eriaubt einen genauen quantitativen Nachweis. 

Grundsatzlich kann die Bindung optische. elektrochemisch, aber auch uber die Warmetonung oder die 

45 Massenbildung bestimmt werden. Fur elektrochemische Techniken kommen insbesondere potentiometri- 
sche Oder amperometrische Methoden in Frage, wie sie beispielsweise in "Biosensors", Turner, Karube, 
Wilson (eds.), Oxford Press, 1987 oder Bergveld. Biosensors & Bioelectronics 6, 55-72 (1991) beschrieben 
sind. Bestimmungen uber die elektrische Leitfahigkeit oder Kapazitatsanderung sind als elektrochemische 
Techniken ebenfalls moglich. 

50 Vorzugsweise erfolgt jedoch der Nachweis der Bindung durch optische, insbesondere reflexionsoptische 
Techniken, bei der die Zunahme der Schichtdicke einer extrem dunnen Schicht mit dem tragerfixierten 
Reaktanden durch Bindung des freien Bindungspartners beobachtet werden kann. Ein Oberblick uber diese 
Techniken wird gegeben in Sadowski: "Review of optical methods in immunosensing", SPIE, Vol. 954 
Optical testing and Metrology II (1988). 413-419. 

55 Ein besonders bevorzugtes reflexionsoptisches Verfahren ist der Nachweis der Bindung durch Wellen- 
leiter-Messungen und WeiBlicht-lnterferometrie. 

Die Wellenleiter-Messungsmethode ist in Anal. Let. 23 (3), 411-424 (1990) beschrieben und beruht 
darauf, daB Laserlicht Uber ein Gitter auf dem Sensor in eine wellenleitende Schicht eingekoppelt wird. Die 
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Einkoppelbedingungen (Winkel) sind abhangig von den Verhaltnissen an den Grenzflachen der wellenleiten- 
den Schicht. Uber die Anderung der Einkoppelbedingungen kann somit auf die Dicke der Bindeschicht auf 
der Oberflache geschlossen werden. 

Bin weiteres geeignetes Verfahren zur Bestimmung der Schichtdicke an der erfindungsgemaBen 

5 Bindennatrix ist die WeiBlicht-lnterferometrie. Derartige Mefisysteme werden von der Firma Carl Zeiss, 
Oberkochen, BRD vertrieben. Das Meflsystem fur die WeiBlicht-lnterferometrie besteht aus einem Dioden- 
zeilenspektrometer, einer Beleuchtungseinrichtung, vorzugsweise einem Y-Lichtleiter mit 2 LichtleitbOndeIn, 
die an einem Ende zusammengefaBt und statistisch vermischt sind und einer Reflexlonsoptik. 

Bei Verwendung einer kompartimentierten Bindematrix oder eines kompartimentierten Analysenele- 

10 ments ist die parallele Bestimmung unterschiedlicher. d.h. von mindestens zwei Analyten in einer Probelo- 
sung bzw. die parallele Bestimmung eines Analyten in verschiedenen Probelosungen moglich. Ein Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur parallelen Bestimmung unterschiedlicher 
Analyten in einer Probelosung, welches dadurch gekennzeichnet ist. daS man die Probelosung mit einer 
kompartimentierten Bindematrix oder einem kompartimentierten Analysenelement in Kontakt bringt und das 

15 Vorhandensein oder/und die Menge der unterschiedlichen Analyten in der Probelosung durch ortsauflosen- 
de Messung an den einzelnen raumlich getrennten Bindematrixbereichen bestimmt. 

Um die Bindung der Analyten auf einzelnen Spots nebeneinander qualitativ und insbesondere auch 
quantitativ nachweisen zu konnen, werden ortsauflosende Detektionsmethoden verwendet. Eine bevorzugte 
Methode ist die konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Bei dieser Methode wird auf jedem Spot einzein ein zur 

20 Markierung verwendeter Fluoreszenzfarbstoff mit Hilfe eines Lasers, der eine geeignete Wellenlange 
imitiert, zur Fluoreszenz angeregt. Das emittierte Licht wird mittels empfindlicher Detektoren, wie z.B. 
integrierender CCD-Kameras, aufgezeichnet und mit einer geeigneten Computersoftware zur Bildauswertung 
quantifiziert. Auch andere fluoreszenzmikroskopische Methoden sind zur Auswertung gut geeignet. In 
diesem Fall werden mehrere Spots in einem Bildausschnitt gleichzeitig betrachtet. Die Auswertung der 

25 einzelnen Spots erfolgt dann z.B. hintereinander mit Hilfe geeigneter Bildauswertungssoftware. 

Weiterhin kann die Auswertung auch mit Hilfe der bereits beschriebenen reflektionsoptischen Techniken 
erfolgen. Auch andere ortsauflosende Detektionsmethoden, z.B. elektrochemische Methoden, Leitfahigkeits- 
messung oder die Messung von radioaktiver Markierungen sind moglich. 

Zur Analyse einer Probe auf unterschiedliche Analyten kann die Probe entweder groBflachig auf die 

30 kompartimentierte Bindematrix bzw. das kom parti mentierte Analysenelement oder separat auf einzelne 
Spots aufgebracht werden. Gegebenenfalls werden zusatzlich markierte Bindungspartner fur die zu bestim- 
menden Analyten zugegeben. In diesem Fall wird das Analysenelement vor Messung der an die Festphase 
gebundenen, markierten Analyten gQnstigerweise von nicht gebundenen MarkierungsmolekQIen frei gewa- 
schen. 

35 Die kompartimentierte Bindematrix bzw. das kompartimentierte Analysenelement kann auch zur paralle- 
len Bestimmung von Analyten in verschiedenen Proben benutzt werden. Gegenstand der Erfindung ist 
daher auch ein Verfahren zur parallelen Bestimmung eines Analyten in verschiedenen Probelosungen, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man jeweils eine Probelosung mit einzelnen Bereichen einer 
kompartimentierten Bindematrix oder eines Analysenelements in Kontakt bringt und das Vorhandensein 

40 oder/und die Menge des Analyten in jeder Probelosung durch ortsauflosende Messung an den einzelnen, 
raumlich getrennten Bindematrixbereichen bestimmt. Vorzugsweise erfolgt die Bestimmung uber spezifi- 
sche Bindungsreaktionen des Analyten mit festphasengebundenen Analyt-Bindungspartnern und durch 
getrennte Messung der einzelnen Bindematrixbereiche. Die verschiedenen Probelosungen konnen dabei 
durch ubiiche Aufgabetechniken wie Pipettieren, Druck- oder Stempeltechniken oder Multipinplatten aufge- 

45 geben werden. Auf diese Weise kann auf sehr kleinen Flachen eine Vielzahl von Proben gleichzeitig 
gemessen werden. 

Die erflndungsgemaBe Bindematrix bzw. das erfindungsgemaBe Analyseelement kann somit hervorra- 
gend zum multiplen Analytnachweis, d.h. zum gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von Analyten bzw. 
zum gleichzeitigen Nachweis eines Analyten in einer Vielzahl von Proben, insbesondere fur Immunoassays, 
50 beispielsweise fur die Allergiediagnostik, oder fur die DNA-Diagnostik, z.B. zum Screenen einer Probe auf 
Nukleinsauren mit bestimmten Sequenzen eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Silanverbindung mit einer der allgemeinen 
Formein (III) oder (IV) 

55 R1R2R3SI-SP-X1 (III) 

Oder 
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R^R^Si 
\ 
O 

R^R^Si 



Sp - 



Sp 



(IV) 



worin R\ R^, R^, R* gleich Oder verschieden sein konnen und Substituenten am Si-Atom bedeuten unter 
der Voraussetzung, daB mindestens einer der Substituenten R\ R^ und R^ in Formel (III) bzw. mindestens 
einer der Substituenten R^ und R^ oder R^ und R*in Formel (IV) eine kovalente Bindung mit einer 

70 oxidlschen Oberflache eingehen kann, 

Sp ein flexibles, llneares Spacermolekul mit einer Kettenlange von 2 bis 50 Atomen ist. und 

X\ yG und kovalent an das Spacermolekul gebundener Festphasenreaktanden oder/und Ci -C^-Alkoxy- 

(oligo-C2 -C^ -alkylenoxid)gruppen sind. 

Vorzugsweise sind die Reste R\ R^, R^ und R* in den Silangruppen der Verbindungen (III) und (IV) Ci- 

75 C^-Alkylgruppen, Ci -C4-Alkoxygruppen, Hydroxygruppen, Aminogruppen oder Halogenatome. Besonders 
bevorzugt sind R\ R^, R3 und R* Ci -Cs-Alkoxygruppen und am meisten bevorzugt Methoxygruppen. 

Wenn X\ und Festphasenreaktanden bedeuten, sind sie vorzugsweise Biotin Oder ein Biotinderi- 
vat. Sp umfafit vorzugsweise eine gegebenenfalls substituierte oder/und Heteroatome enthaltende Alkylen- 
gruppe. 

20 Die unspezifische Bindung von Proteinen, z.B. Fibrinogen, an oxidische Oberflachen kann Uberraschen- 
derweise durch kovalente Bindung der erfindungsgemaBen Silane, insbesondere mit Methoxyoligoethyleng- 
lykol-Endgruppen, an die Oberflache unterdruckt werden. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Verringerung der 
unspezifischen Proteinbindung an oxidische Oberflachen, welches dadurch gekennzeichnet Ist, daB man die 

25 oxidische Oberflache mit einem oder mehreren erfindungsgemaBen Silanen behandelt, wobei X\ und X^ 
in den Formein (III) oder (IV) Ci -C4-Alkoxy(oligo-C2-C4-alkylenoxid)gruppen sind. Vorzugsweise sind die 
Alkoxygruppen Ci -C2-Alkoxygruppen. besonders bevorzugt Methoxygruppen. Vorzugsweise sind die C2-C4- 
Alkylenoxidgruppen Ethylenoxid- und/oder Propylenoxidgruppen, besonders bevorzugt Ethylenoxidgruppen. 
Vorzugsweise weisen die Alkoxyoligoalkylenoxidgruppen 1 bis 10, besonders bevorzugt 1 bis 6 Alkylenoxid- 

30 einheiten auf. 

Weiterhin Ist es bevorzugt, daB man die oxidischen Oberflachen mit Silanen der allgemeinen Formel 
(III) behandelt, d.h. mit Silanverblndungen, die eine R^R^R^ Si-Endgruppe aufweisen. Vorzugsweise sind in 
den Formein (III) und (IV) alle Substituenten R\ R^, R3 und R* solche reaktlven Atome oder Gruppen, die 
mit der oxidischen Oberflache reagieren konnen, insbesondere C1-C4 -Alkoxygruppen, am meisten bevor- 
35 zugt Methoxygruppen. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung noch einen Gegenstand mit einer oxidischen Oberflache, welcher 
dadurch gekennzeichnet ist, daB die oxidische Oberflache mindestens teilweise durch eine Bindeschicht 
bedeckt ist, die durch Reaktion von einem oder mehreren erfindungsgemaBen Silanen mit den allgemeinen 
Formein (III) und (IV) mit der Oberflache gebildet ist, wobei X\ X^ und X^ in den Formein (III) und (IV) Ci- 
40 C4-Alkoxy(oIigo-G2-C4-alkylenoxid)gruppen sind. 

Vorzugsweise ist die Bindeschicht eine abgesattigte Schicht, d.h. eine mit den Silanen dicht gepackte 
Schicht. Der erfindungsgemaBe Gegenstand ist vorzugsweise ein medizinischer Artikel, der zum direkten 
Kontakt mit Blut oder anderen Korperflussigkeiten vorgesehen ist. 

Eine erfindungsgemaS modifizierte oxidische Oberflache kann insbesondere bei medizinischen Implan- 
45 taten, z.B. kunstlichen Huftgelenken, Herzklappen, verwendet werden und aufgrund der Unterdruckung der 
unspezifischen Aniagerung von Proteinen die Verweildauer der Implantate im Korper gegenOber den 
bekannten Produkten deutlich verlangern. Weiterhin konnen derartige Oberflachen bei medizinischen 
Geraten, die direkt mit Blut oder Blutbestandteilen in Kontakt kommen, z.B. Dialysegeraten, Kanulen, 
chirurgischen Instrumenten etc., chromatographischen Materialien, Tragermaterialien fur die chemische 
50 Peptid- Oder Oligonukleotidsynthese etc. und anderen Gegenstanden, bei denen eine unspezifische Bin- 
dung von Proteinen verhindert werden soli, eingesetzt werden. 

Die vorliegende Erfindung soil im weiteren durch die folgenden Beispiele verdeutlicht werden. 



55 
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BEISPIEL 1 



Synthese von Biotinsilan 1 



^^^^^^ 

V O-CH, ^ 
CH^ » 




75 



2,0 g Biotinoyl-e-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (Biotin-X-OSu) wurden in 40 ml Methanol 
suspendiert. 1,0 g 6-(Aminohexylaminopropyl)-trimethoxysilan wurde zugetropft und die Losung 1 1/2 
Stunden bel Raumtemperatur geruhrt. Das Methanol wurde anschliefiend abdestilliert. Das Produkt wurde 
anschnei3end saulenchromatographisch gereinigt. Es wurden 1 ,3 g eines weiBen Feststoffs erhalten. 



BEISPIEL 2 



20 



25 



Synthese von Biotinsilan 2 





2.1 Synthese von Blotin-DADOO-Dodecansaure-OSu-Ester 

30 560 mg Biotin-DADOO wurde in 30 ml DMF gelost und zusammen mit 150 ml Triethylamin in eine 
Losung von 6,36 g Dodecansaurebis-OSu-Ester getropft. Die Losung wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur 
geruhrt, anschlieBend das Losungsmittel weitgehend abgezogen und der RUckstand uber Sephadex 
chromatographiert. 

35 2.2 Synthese von Biotinsilan 2 

280 mg des isolierten Biotin-DADOO-dodecansaure-OSu-esters wurden in 5 ml Methanol gelost. 80 mg 
Aminobutyldimethylmethoxysilan wurde zur Losung getropft und 1 h geruhrt. Die Losung wurde anschlie- 
eend mit 30 ml Diethylether versetzt und der ausgefallene Feststoff abgesaugt. Die Aufreinigung erfolgte 
40 chromatographisch uber NH2-Kieselgel. Die Ausbeute betrug 50 mg. 

BEISPIEL 3 

Synthese des Biotinsllans 3 

45 



50 




55 680 mg des Biotin-DADOO-dodecansaure-OSu-esters wurden in 7 ml Methanol gelost. 215 mg 
Aminopropyltrimethoxysilan wurden zur Losung getropft und 1 h gerOhrt. Die Losung wurde anschlieBend 
Uber eine NH2-Kieselgelsaule aufgerelnigt. Die Produktfraktionen wurden eingeengt, mit 50 ml Diethylether 
versetzt und der ausgefallene Feststoff abgesaugt. Die Ausbeute betrug 420 mg. 
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BEISPIEL 4 

Synthese des Silanverdunners 4 




4.1 Synthese von Triethylenglykolmonomethylether-tosylat 

Zu einer Losung von 53,2 ml Triethylenglykolmonoethylether in 400 ml Pyridin wurden bei -5*C 
langsam 69,6 g Tosylchlorid zugegeben. Es wurde 3 h bei O^C und 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Der 
Ansatz wurde mit 400 ml Wasser versetzt und anschliefiend mit Essigester extrahiert. Aus der Essigesterp- 
hase wurde 90 g des Tosylats (85 % Ausbeute) isoliert. 

4.2 Synthese von Triethylenglykolmonomethylether-phthallmid 

9,55 g des Tosylats wurden in 20 ml DMF gelost und zu einer Losung von 6,11 g Phthalimid- 
Kaliumsalz In 80 ml DMF getropft. Die Mischung wurde 4 h bei 120*C geruhrt, anschliefiend mit Wasser 
verdunnt und mit Essigester extrahiert. Aus der Essigesterphase wurden 4.7 g des Produkts in Form eines 
Ols isoliert (53 %). 

4.3 Synthese von 1-Amino-triethylenglykolmonomethylether 

1,53 g des unter 4.2 isolierten Produkts wurden in 25 ml Methanol gelost. 0,32 ml 80 %ige 
Hydrazinhydratlosung wurden zugetropft und 3 h bei 50* C und anschliefiend 15 min bei RuckfluB gekocht. 
Die Mischung wurde anschlieBend mit HCI angesauert und nach dem Abkuhlen filtriert. Das Filtrat wurde 
neutralisiert und anschllefiend mit Chloroform extrahiert. Aus der Chloroformphase wurden 740 mg Produkt 
1-Amino-triethylenglykolmonomethylether in Form eines Ols isoliert (87 % Ausbeute). 

4.4 Synthese von Korksaure-1-OSu-Ester-12-amldotriethylenglykolmonomethylester 

15,8 g Korksaurebis-OSu-ester wurden zusammen mit 0,6 ml Triethylamin in 20 ml DMF gelost. Zu 
dieser Losung wurden 700 mg des unter 4.3 isolierten Produkts in 10 ml DMF gegeben. Der Ansatz wurde 
4 h bei Raumtemperatur geruhrt und anschlieBend das DMF abgezogen. Der Ruckstand wurde mit 20 ml 
Wasser versetzt und anschlieBend filtriert. Das Filtrat wurde vom Losungsmittel befreit und anschlieBend 
uber eine Kieselgelsaule gereinigt. Man erhielt das Produkt als Ol in einer Ausbeute von 750 mg (42 %). 

4.5 Synthese von 4 

270 mg des Produkts aus 4.4 wurden in einem Gemisch aus 5 ml Diethylether und 1 ml Methanol 
gelost. 0,09 ml Triethylamin wurde zugegeben und anschlieBend 115 mg Aminobutyl-dimethylmonomethox- 
ysilan zugetropft. Es wurde 1 h bei Raumtemperatur geruhrt und das Produkt anschlieBend chromatogra- 
phisch gereinigt. Vom Silanverdunner 4 wurden 190 mg (63 %) erhalten. 
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BEISPIEL 5 



5.1 Synthese des SilanverdUnners 5 



70 




75 270 mg des Produkts aus 4.4 wurden in einem Gemisch aus 5 ml Diethylether und 1 ml Methanol 
gelost. 0,09 ml Triethylamin wurde zugegeben und anschlieSend 127 mg Aminobutyl-trimethoxysilan 
zugetropft. Es wurde anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur geruhrt und das Produkt dann chromatogra- 
phisch gereinigt. Vom Silanverdunner 5 wurden 190 mg (61 %) erhalten. 

20 5.2 Synthese des SilanverdUnners 6 

2S ^ • '1 . J 



30 Die Synthese dieses Silans verlauft vollig analog der bereits vorstehend beschriebenen Synthese von 4. 
Anstelle von Triethylenglycolmonomethylether wurde als Ausgangsstubstanz Tetraethylenglycolmonomethy- 
lether eingesetzt. 



35 



40 



5.3 Synthese des SilanverdUnners 7 




0 H 



Die Synthese dieses Silans verlauft vollig analog der bereits beschriebenen Synthese von 5. Anstelle 
45 von Trethylenglycolmonomethylether wird Tetraethylenglycolmonomethylether als Ausgangssubstanz einge- 
setzt. 



50 



55 
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BEISPIEL 6 



Weiterhin wurden folgende Silanverbindungen hergestellt: 



6.1 Biotinsilanverbindung 8 



10 



CH, 



O HN-^ 



75 6.2 Biotinsilanverbindung 9 



20 



CH3 
K,C-SU 
O 

H.C-Sl 
CH, 



o "w-^ 



25 



6.3 Biotinsilanverbindung 10 




35 

6.4 Biotinsilanverbindung 1^ 
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6.6 Biotinsilanverblndung 13 




10 

1,7 g Biotin-X-OSu wurden in 20 ml Methanol suspendiert und dazu wurden 1,28 g 6-(Aminohexylami- 
nopropyl)-trimethoxysilan zugetropft. Die Losung wurde 1,5 Stunden geruhrt und anschlieBend uber eine 
Amino-Kieselgelsaule chromatographiert, Es wurden 2,1 g eines weifien Feststoffs erhalten. 

75 6.7 Biotinsilanverbindung 14 



20 




6.8 Biotinsilanverbindung 15 



25 



30 



H3C 




850 mg Biotin-X-OSu wurden in 10 ml Methanol suspendiert und zu dieser Suspension wurden 280 mg 
35 4-Aminobutyldimethylmethoxysilan getropft. Die Losung wurde 4 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und 
anschlieBend uber eine Amino-Kieselgelsaule aufgereinigt. Es wurden 700 mg eines weifien Feststoffs 
erhalten. 



40 



45 



50 



55 
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800 mg Biotin-X-OSu wurden in 20 ml Methanol suspendiert. Zu dieser Suspension wurden 300 mg (2- 
25 Aminoethylannino)propylnnethyldimethoxysllan getropft und 2,5 Stunden geruhrt. Der Ansatz wurde anschlie- 
Bend tiber eine Amino-Kleselgelsaule gereinigt. Es wurden 650 mg an Produkt erhalten. 

6.11 Biotinsilanverbindung 18 





6.14 Biotinsilanverbindung 21 
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35 BEISPIEL 7 



Methoden zur Bewertung der Oberflachen 



7.1 Wellenleiter-Messungen 

40 

Die Messungen warden auf Sensoren und Gerat der Firma ASl (Artificial Sensing Instruments. Zuricli) 
durcligefuhrt. Bel der Messung wird Laserlicht uber ein Gitter auf dem Sensor in eine wellenleitende 
Schlclit eingekoppelt. Die Einkoppelbedingungen (Winkel) sind abhangig von den Verhaltnissen an den 
Grenzflachen der wellenleitenden Schicht. Ober die Anderung der Einkoppelbedingungen kann somit auf 
45 die Schichtdicken der aufwachsenden Schichten geschlossen werden. Die Messungen wurden in DurchfluS- 
kuvetten durchgefuhrt. Bel der wellenleitenden Scliicht handelt es sich urn ein Mischoxid aus Si02/Ti02. 



7.2 WeifilichMnterferometrie (WIF) 



50 Die Messungen wurden auf einem Zeiss-Mefiplatz mit einer Zeiss CLX-111 WeiBlichtquelle und einem 
Zeiss MCS-310 Diodenarray-Spektrometer als Detektoreinheit durchgefuhrt. Als Sensoren wurden Schott- 
Farbfilterg laser WG 345 verwendet, die in einer Leybold Beschichtungsanlage Univex 450 mit ca. 800 nm 
Si02 beschichtet wurden. Die Messungen wurden in Durchflufikuvetten durchgefuhrt. Aus den erhaltenen 
Interferogrammen konnen die Schichtdicken ermittelt werden. 



18 



EP 0 664 452 A2 



BEISPIEL 8 

Aufbringen der Biotinsilane auf oxidische Oberflachen 

5 8.1 Vorbereitung der Oberflachen 

Die zu beschichtenden oxidischen Oberflachen werden einige Minuten in Konigswasser gekocht, 
anschlieBend 3 x mit bidestilliertem Wasser gewaschen und bei BO'C 1 Stunde im Vakuum getrocknet. 

10 8.2 Unvollstandige Silanisierung der Oberflachen zur Erzeugung einer verdUnnten Biotinschlcht 
ohne Verwendung eines Silan-VerdUnners. 

Das Sllan 1^ wird in einer Konzentration von 10"^ Gew.-% in trockenem Methanol gelost. Die zu 
beschichtende und gemafi 8.1 vorbereitete Probe wird in diese Losung getaucht und 30 Minuten bei 
75 Raumtennperatur in der Losung belassen. Die Oberflachen werden anschlieBend 3 x mit trockenem 
Methanol abgespult und 30 Minuten bei 80 'C im Vakuum konditioniert. 

8.3 Verfahren zur Beschichtung oxidlscher Oberflachen mit Blotlnsllanen, hydrophilen Verdunnern 
Oder MIschschlchten aus beiden. 

20 

Die Silane bzw. deren Mischungen werden in einer Gesamtkonzentratlon von 1 Gew.-% jeweils 
entsprechend ihren molaren Anteilen in den Mischungen in trockenem Methanol gelost. Die zu beschichten- 
de und gemafi 8.1 vorbereitete Probe wird in einem geschlossenen GefaS unter Methanol-gesattigter 
Intertgasatmosphare mit dieser Losung bedeckt. Die Reaktionszelt betragt 4 Stunden bei Raumtemperatur. 
25 Die Oberflache wird anschlieBend mit Methanol abgespult und die Probe 4 Stunden bei 120*C im 
Trockenschrank konditioniert. 

BEISPIEL 9 

30 Ergebnisse der Bewertungen (Weifilichtlnterferometrie) 

Die Proteinlosungen wurden bei WelBlichtinterferometrie-Messungen mittels einer Pharmacia Peristaltik- 
Pumpe durch eine Teflon-Kuvette gepumpt. Die Zyklen betrugen jeweils 10 min mit 5 min-lntervallen zur 
Zwischenspulung (d.h. 10 min Puffer, 10 min Proteinlosung 1, 5 min Puffer, 10 min Proteinlosung 2. etc.). 

35 

9.1 Verwendete Losungen 

Puffer: PBS-Puffer (50 mM Kallumphosphat, 150 mM NaCI, pH 7,2) 
Streptavidin-Losung: c = 0.5 mg/ml In PBS 
40 Biotin-<HCG>-Fab-Fragment 

(Bi-Fab): c = 0,1 mg/ml in PBS 
Humanchoriongonadotropin 
(HCG): c = 5 ug/ml 
Rinder-Fibrlnogen: c = 3 mg/ml 

45 

9.2 BIndung von Fibrinogen 

Gemessen mit WIF, 10 Minuten PBS-Puffer, 10 Minuten Fibrinogenlosung, 10 Minuten PBS-Puffer 

50 9.2.1 EInheltlich funktionalisiserte Oberflachen (kelne gemlschte Schlcht). 

Alle Silane auBer die Fluorsilane und Trichloroctadecylsilan wurden gemaB 8.3 aufgebracht. FQr die 
Fluorsilane und Trichloroctadecylsilan wurde als Losungsmittel Chloroform verwendet. 
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Oberflache 


Schichtdlcke (nm) 




unbenandeltes bi02 


4,0 




Si02 + Silanverdunner 5 


0.0 


5 


Si02 + Silanverdunner 4 


2.0 




Si02 + Silanverdunner 6 


2,0 




SIO2 + Silanverdunner 7 


0,0 




SIO2 + Biotinsilan 1 


4.1 




Si02 + Biotinsilan 2 


3.8 


10 


Si02 + 3-Anninopropyltrlmethoxysilan (Aldrich) 


3,5 




Si02 + N-[(Trinnethoxylsilyl)-propyl]ethylendiamintriessigsaure-Na3 Salz (ABCR) 






pH 7.2 


1.3 




pH 9.0 


1.2 


15 


pH 3.0 


7.5 




Si02 + 1 H.I H.2H,2H-Perfluordecyltrichlorsilan (ABCR) 


2.6 




Si02 + 1 H.I H,2H.2H-Perfluordecyldimethylchlorsilan (ABCR) 


2.0 




Si02 + Trichloroctadecylsilan (Merck) 


3,5 



20 

9.2.2 Oberflachen mit gemischter Schlcht 



Xb 


Biotinsilan Werdunner 5 
Schichtdlcke (nm) 


Biotinsilan 2A/erdunner 4 
Schichtdicke (nm) 


Biotinsilan lA/erdunner 7 
Schichtdicke (nm) 


0,0 


0.0 


2.0 


0,0 


0,05 


0,6 


1,2 


0,0 


0.1 


0,6 


2,0 


0,0 


0,2 


0,0 


2,0 


0,0 


0.5 


0.7 


2,3 


2,3 


1.0 


4.1 


3.8 


4.1 


Xb = Molenbruch der Biotinkomponente 
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9.3 Spezifische Bindung von Streptavidin 



Xb 


Biotinsilan lA/erdunner 5 
Schichtdicke (nm) 


Biotinsilan 2A/erdunner 4 
Schichtdicke (nm) 


Biotinsilan 1 A/erdunner 7 
Schichtdicke (nm) 


0,0 


0,0 


1.1 


0,0 


0,05 


1,8 


0.9 


1.0 


0,1 


3,8 


1,2 


0.5 


0.2 


6,0 


1,7 


0.5 


0.5 


4.9 


2,9 


1.0 


1.0 


4,5 


3,4 


2.6 
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9.4 Unspezifische Bindung von Streptavidin 

Mit Brotin gesattigtes Streptavidin wurde uber die Sensoroberflache geleitet. 



Sensor 




Schichtdickenzunahme 






(nm) 


VerdGnner 5/Blotinsilan 1 (Xb 


= 0,2) 


0,0 


Verdunner 5/Biotinsilan 1^ (Xb 


= 0,5) 


0,0 


Verdunner 4/Biotinsilan 2 P<b 


= 0,5) 


1.5 



9.5 Durchfuhrung von HCQ-lmmuntests 

Mit Streptavidin beladene Sensoren wurden mit einenn biotinyliertem <HCG> Fab-Fragment beladen. 
Anschliefiend wurde HCG-Losung uber den Sensor geleitet. 



Sensor 


Schichtdicken (nm) 


Streptav. 


Bi-Fab 


HCG 


Verdunner 5/Biotinsilan 1^ Xb = 0,1 
Verdunner 5/Biotinsilan 1^ Xb = 0,2 


CO o 
CO CD 


1.7 
2,3 


0.4 
0.6 
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BEISPIEL 10 

Ergebnisse der Bewertung mit Wellenleiter-Technologie (ASt) 

30 

Die ASI-Sensoren wurden mit den Biotinsilanverbindungen 13, 15 und 17 beschichtet. Die Bescliich- 
tung erfolgte ohne die Verwendung eines Verdunners gemafi dem unter Punkt 8.2 beschriebenen Verfah- 
ren. Bewertet wurde das Bindevermogen von Streptavidin an diese Sensoren sowie der Anteil an unspezi- 
fisch gebundenem Streptavidin. 

Die Scliichtdicke der Sensoren war nach der Beladung mit Biotinsilanen geringer als vor der Beladung 
(zwischen 0,01 und 0,81 nm). Die Einkopplungswinkel (TM + ) und (TE + ) nahmen durch die Beschiclitung 
ebenfalls ab. 

Der Anteil der unspezifischen Bindung des Streptavidins an die silanisierte ASI-Sensoroberflache 
bezuglich der gesamten Streptavidin bindung war je nacli Biotinsilanverbindung recht unterschiedlich: 



17 


24 


% 


15 


73 


% 


1 


9 


% 


13 


20 


% 


MeOH 


91 


% 



17 . 1^ und 13 binden das Streptavidin gut (-♦ kein Abbluten). 

Der Anteil der unspezifischen Bindung von Bi-MAK<TSH) (in Anwesenheit von Biotin) an eine mit Biotin 
abgesattigte Streptavidinoberflache war fur alle Biotinsilane ebenfalls unterschiedlich: 



17 


20 


% 


15 


< 100 


% 


1 


42 


% 


13 


31 


% 


MeOH 


24 


% 
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17 war die beste der untersuchten Biotinsilan-Verbindungen. Mrt 17 behandelte Sensoren ergeben den 
hochsten Signalhub beim Analyten (TSH). 

BEISPIEL 11: 

5 

Verwendung einer mikrokompartimentierten Bindematrix in einena Immunoassay 

11.1 Herstellung von SIO2 -Spots durch Aufdampfen 

70 Auf "Lexan" Polycarbonatfolien (Hersteller: General Electric, Dicke: 0.75 mm) mit den Abmessungen 8 
X 8 cm wurden uber eine Metallmaske (d = 0,5 mm, Material Aluminium) in einer Leybold Hochvakuum- 
Beschichtungsanlage (Univex 450) mittels Elektronenstrahlverdampfung 36 x 36 runde Spots aus SiOa - 
(insgesamt 1296 Spots) in gleichmaBigen Abstanden aufgedampft. Die Schichtdicke des aufgedampften 
Oxids betragt 150 mm. Der Durchmesser der Spots betragt 1 mm, der Abstand von Spot zu Spot betragt 

75 ebenfalls 1 mm nach alien Seiten. 

11.2 Aufbringen der Blotinsllane auf die Spots 

Eine Mischung aus Silan 1 und Silan 5 im molaren Verhaltnis 1/9 wurde In einer Gesamtkonzentration 
20 von 1 Gew.-% In Methanol gelost. Zu dieser Losung wurde 1% Wasser zugegeben und das mit Substrat 
mit den Spots In diese Losung getaucht. Die Reaktionszeit betrug 4 Stunden. Nach dieser Zeit wurde die 
Platte mit Methanol gewaschen und 4 Stunden bei 120*C getrocknet. 

11.3 Aufbringen von Streptavidin 

25 

Die Flatten mit den auf diese Weise beschichteten Spots wurden eine Stunde mit einer Streptavidin- 
Losung in 50 mmol/l K-Phosphat- Puffer, pH 7,2 uberschichtet (c= 0,5 mg/ml). Die Platte wurde danach mit 
einer Losung aus 50 mmol/l K-Phosphat- Puffer pH 7,2, 2% Saccharose, 0,9% NaCI und 0,3% Rinderseru- 
malbumin II gewaschen und anschlieBend im Klimaschrank bei 25 und 40% Luftfeuchtigkeit 20 Stunden 
30 getrocknet. 

11.4 Durchfuhrung eines TSH-Tests 

Auf den mit Streptavidin beschichteten Spots wurde ein TSH-Test nach dem folgenden Schema 
35 durchgefuhrt: 

1. Inkubation mit dem biotinylierten monoklonalen Anti-TSH-Antikorper 1.20-Bi (OSu) 1:8 fur 45 Minuten. 
Die Konzentration des Antikorpers war 10 ug/ml, Puffer: 20 mmol/l K-Phosphat pH 7,4. 

2. Waschen mit Puffer 

3. Minuten Inkubation mit Standards "Enzymun". Fa. Boehringer Mannheim bzw. mit einer Plasmaprobe. 
40 4- Waschen mit Puffer 

5. Minuten Inkubation mit Fluoreszenz-Latex-Antikorper (A8)-Konjugat (Charge DF499), 0,02% Feststoff- 
anteil In Puffer. 

6. Waschen mit Puffer 

7. Messung in einem konfokalen Fluoreszenzmlkroskop (Fa. Biorad) 

45 

11.5 Ergebnisse: 

Es wurden 2 Standards (0 uU und 2,3 uU sowie eine Plasmaprobe mit 3,2 uU TSH) vermessen. Dabei 
wurden die folgenden relativen Intensitaten erhalten: 

50 



65 



22 



BNSDOCID: <EP 0664452A2_L> 



EP 0 664 452 A2 



Probe 


rel. Intensitaten 






0 mU TSH 


26,4 


2,3 iiU TSH 


112,7 


Plasma (3,2 illU TSH) 


186,7 



PatentansprUche 

1. Bindematrix, enthaltend ein Tragermaterial mit einer oxidischen Oberflache und einen daran uber 
Ankergruppen kova!ent gebundenen Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reak- 
tionspartner bindefahig ist, 

dadurch gekennzeichnet, 

da6 der Festphasen-Reaktant eine verdunnte und im wesentlichen lateral homogene Bindeschicht auf 
der Oberflache des Tragermaterials bildet und dafi die Ankergruppen Silangruppen sind und mit dem 
Festphasenreaktanden uber ein SpacermolekUl verknOpft sind. 

2. Bindematrix nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Oberflache des Tragermaterials von 0,1 bis 90 
% der maximalen Belegung ist. 

3. Bindematrix nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Oberflache des Tragermaterials von 0,5 bis 70 
% der maximalen Belegung ist. 

4. Bindematrix nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Oberflache des Tragermaterials von 1 bis 40 % 
der maximalen Belegung ist. 

5. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Ankergruppen durch Reaktion der oxidischen Tragermaterialoberflache mit einer oberflachenre- 
aktiven Silangruppe der allgemeinen Formel (I) oder/und (II) geblldet sind: 

RiR2R3Si - (I) 

Oder 



R^R^Si 
V 

o 

R^R'^Si 



(II) 



worin R\ R^, R3, R^ gleich oder verschieden sein konnen und Substituenten am Si-Atom bedeuten, 
unter der Voraussetzung, dafi mindestens einer der Substituenten H\ R^ und R^ in Formel (I) bzw. 
mindestens einer der Substituenten R^ und R^ oder R^ und R'^ in Formel (II) eine kovalente Bindung mit 
einer oxidischen Oberflache erngehen kann. 

6, Bindematrix nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Substituenten R\ R^, R^ R'^ in den Silangruppen der Formein (I) und (II) Ci-C^-Alkyl-, C1-C4- 
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Alkoxy-. Hydroxy-, Aminogruppen oder/und Halogenatome sind. 

7. Bindematrix nach einem der Anspruche 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 da6 alle Substituenten R\ R^, R^. R* eine kovalente Bindung mit der oxidischen Oberflache eingehen 

konnen. 

8. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 dafi die Ankergruppe mit dem Festphasen-Reaktanden uber ein flexibles, lineares Spacermolekul 
verknCipft ist, das eine Kettenlange von 2 bis 50 Atomen aufweist. 

9. Bindematrix nach Anspruch 8. 
dadurch gekennzeichnet, 

15 daS das flexible Spacermolekul eine gegebenenfalls substituierte oder/und Heteroatome enthaltende 

Alkylengruppe umfaBt. 

10. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daS sich zwischen dem Spacermolekul und dem Festphasen-Reaktanden eine hydrophile Linkergruppe 

befindet. 

11. Bindematrix nach Anspruch 10. 
dadurch gekennzeichnet, 

26 dafi die hydrophile Linkergruppe eine oder mehrere Oxyethylengruppen enthalt. 

12. Bindematrix nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- oder Hydroxy l-terminiertes Polyethylenoxid gebildet 
30 wird. 

13. Bindematrix nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die hydrophile Linkergruppe aus 1 ,8-Dlamino-3,6-dioxaoctan gebildet ist. 

35 

14. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie neben den mit Festphasen-Reaktanden verknupften Spacermolekulen noch Verdunnermolekule 
enthalt, die mit Ankergruppen kovalent an die Festphase gebunden sind. 

40 

15. Bindematrix nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Verdunnermolekule eine Alkoxy(oligoalkylenoxid)Endgruppe aufweisen. 

45 16. Bindematrix nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Festphasen-Reaktant ein mit einem Antikorper bindefahiges Antigen oder Hapten ist. 

17. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
50 dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Festphasen-Reaktant Biotin oder ein Biotinderivat ist. 

18. Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

55 dafi der Festphasen-Reaktant aus einer inneren und einer auBeren Komponente besteht, wobei die 

aufiere Komponente mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig ist. 
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19. Bindematrix nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die innere Komponente des Festphasen-Reaktanden eine unverdunnte Schicht auf der Oberflache 
des Tragermaterials bildet und die aufiere Komponente an die innere Komponente durch Affrnitatsbin- 
5 dung gekoppelt ist. 

20. Bindematrix nach Anspruch 1 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die innere Komponente Biotin und die aufiere Komponente Streptavidin ist. 

10 

21. Kompartimentierte Bindematrix, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB auf einem Tragermaterial eine Vielzahl von raumlich getrennten Bereichen angeordnet ist, die 
jeweils eine Bindematrix nach einem der Anspruche 1-20 umfassen. 

75 

22. Kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die raumlich getrennten, jeweils eine Bindematrix umfassenden Bereiche auf einem Tragermaterial 
mit nichtoxidischer Oberflache angeordnet sind. 

20 

23. Kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die raumlich getrennten Bereiche BIndematrlces mit jeweils gleichen Festphasenreaktanden 
umfassen. 

25 

24. Kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 21 oder 22. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die raumlich getrennten Bereiche Bindematrices mit unterschiedlichen Festphasenreaktanden 
umfassen. 

30 

25. Analysenelement, umfassend eine verdunnte Bindematrix nach einem der Anspruche 1-24. 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl der Festphasenreaktand mit einer oder mehreren zusatzlichen Schichten von Reaktionspartnern 
belegt ist. 

36 

26. Analysenelement nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Reaktionspartner aus Antigenen, Haptenen, Antikorpern oder Nukleinsauren ausgewahit wer- 
den. 

40 

27. Analysenelement nach Anspruch 25 oder 26 zur Bestimmung unterschiedlicher Analyten in einer probe, 
umfassend eine kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 21, worin die einzelnen raumlich 
getrennten Bindematrix-Bereiche mit jeweils unterschiedlichen weiteren Reaktionspartnern belegt sind. 

45 28. Analysenelement nach Anspruch 25 oder 26 zur Bestimmung gleicher Analyten in verschiedenen 
Proben, umfassend eine kompartimentierte Bindematrix nach Anspruch 21, worin die einzelnen raum- 
lich getrennten Bindematrix-Bereiche mit jeweils gleichen Reaktionspartnern belegt sind. 

29. Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probelosung mittels einer spezifischen Bindungsre- 
50 aktion zwischen mindestens zwei bioaffinen Reaktanden, von denen einer an eine Festphase gekuppelt 

vorliegt und der oder die anderen Reaktionspartner frei sind, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man einen an die Festphase gekuppelten Reaktanden verwendet, der Bestandteil einer Bindematrix 
nach einem der Anspruche 1 bis 24 oder eines Analysenelements nach einem der AnsprGche 25 bis 28 
55 ist. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 
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da6 man die spezifische Bindungsreaktion durch Wellenleiter-Messungen oder durch WeiBlicht-lnterfe- 
rometrie bestimmt. 

31. Verfahren nach Anspruch 29 zur parallelen Bestimmung unterschiedlicher Analyten in einer Probelo- 
5 sung, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Probelosung mit einer kom parti mentierten Bindematrix nach Anspruch 24 oder einem 
Analysenelement nach Anspruch 27 in Kontakt bringt und das Vorhandensein oder/und die Menge der 
unterschiedlichen Analyten in der Probelosung durch ortsauf 15 sonde Messung an den einzelnen 
10 raumlich getrennten Bindematrix-Bereichen bestimmt. 

32. Verfahren nach Anspruch 29 zur parallelen Bestimmung eines Analyten In verschiedenen Probelosun- 
gen, 

dadurch gekennzeichnet, 

75 dafl man jeweils eine Probelosung mit einzelnen Bereichen einer kompartimentierten Bindematrix nach 
Anspruch 23 oder eines Analysenelements nach Anspruch 28 in Kontakt bringt und das Vorhandensein 
oder/und die Menge des Analyten in jeder Probelosung durch ortsauflosende Messung an den 
einzelnen, raumlich getrennten Bindematrix-Bereichen bestimmt. 

20 33. Verfahren nach Anspruch 31 oder 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die ortsauflosende Messung mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie erfolgt. 

34. Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daB man ein oxidisches Tragermaterial mit einer Reaktionslosung inkubiert, worin Molekule enthalten 
sind, die aus oberflachenaktiven Silan-Endgruppen und einem damit uber ein Spacermolekul verknupf- 
ten Festphasen-Reaktanden bestehen. 

30 35. Verfahren zur Herstellung einer kompartimentierten Bindematrix nach einem der Anspruche 21-24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man raumlich getrennte Bereiche auf einem Tragermaterial. die eine oxidische Oberflache 
aufweisen, mit gleichen oder verschiedenen Reaktionslosungen inkubiert, worin Molekule enthalten 
sind, die aus oberflachenaktiven Silan-Endgruppen und damit Uber SpacermolekUle verknGpften glei- 
35 chen Oder verschiedenen Festphasenreaktanden bestehen. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die raumlich getrennten Bereiche auf ein Tragermaterial mit nicht-oxidischer Oberflache aufge- 
40 bracht werden. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 30-36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Reaktionslosungen noch zusatzlich Verdunnermolekule enthalten. 

45 

38. Verfahren zur Herstellung eines Analysenelements nach einem der Anspruche 25-28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine Bindematrix nach einem der Anspruche 1-24 mit mindestens einer Reaktionslosung 
inkubiert, worin Molekule von weiteren, an die Bindematrix bindefahigen Reaktionspartnern enthalten 
50 sind. 

39. Verwendung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1-24 oder eines Analysenelements nach 
einem der Anspruche 25-28 zum multiplen Analytennachweis. 

55 40. Verwendung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1-24 oder eines Analysenelements nach 
einem der Anspruche 25-28 fur Immunoassays. 
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41. Verwendung einer Bindematrix nach einem der Anspruche 1-24 oder eines Analysenelements nach 
einem der Anspruche 25-28 fur die DNA-Diagnostik. 

42. Silanverbindungen mit einer der allgennelnen Fornnein (III) oder (IV) 

5 

Rm2R3Si - Sp - Xi (III) 
Oder 

70 

R^R^Si - Sp - 

O (IV) 
R^R^Si - Sp - 

15 

worin R\ R^, R^, R* gleich Oder verschieden sein konnen und Substituenten ann Si-Atom bedeuten 
unter der Voraussetzung, daB mindestens einer der Substituenten R\ R^ und R^ in Fornnel (III) bzw. 
mindestens einer der Substituenten R^ und R^ oder R^ und R* in Fornael (IV) eine kovalente Bindung 
20 mit einer oxtdischen Oberflache eingehen kann, 

Sp ein flexibles, lineares Spacermolekul mit einer Kettenlange von 2 bis 50 Atomen ist, und 

X\ und kovalent an das Spacermolekul gebundene Festphasenreaktanden oder Ci-C^-Alkoxy- 

(oligo-C2-C4.-alkylenoxid)gruppen sind. 

25 43. Silanverbindungen nacli Anspruch 42, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Reste R\ R^, R3 und R* in den Silangruppen der Formein (III) und (IV) Ci -C4-Alkylgruppen, Ci- 
C4-Alkoxygruppen, Hydroxygruppen, Aminogruppen oder Halogenatome sind. 

30 44. Silanverbindungen nach Anspruch 42 oder 43. 
dadurch gekennzeichnet, 

daS H\ R2, R3 und R* Ci -C4-Alkoxygruppen, insbesondere Methoxygruppen sind. 

45- Silanverbindungen nach einem der Anspruche 42 bis 44, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

daB X Biotin oder ein Biotinderivat ist. 

46. Silanverbindungen nach einem der Anspruche 42 bis 43, 
dadurch gekennzeichnet, 

40 dafi Sp eine gegebenenfalls substituierte oder/und Heteroatome enthaltende Alkylengruppe umfaBt. 

47. Verfahren zur Verringerung der unspezlfischen Proteinbindung an oxidische Oberflachen, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die oxidische Oberflache mit einem oder mehreren Silanen nach Anspruch 42 unter solchen 
45 Bedingungen behandelt, die zu einer Reaktion der Silanverbindungen mit der Oberflache fuhren, wobel 
X\ y? und X^ in den Formein (III) und (IV) Ci -C4-Alkoxy(oligo-C2-C4-alkylenoxid)gruppen sind. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, 
dadurch gekennzeichnet, 

50 daB man die oxidische Oberflache mit Silanen der allgemeinen Formel (III) behandelt. 

49. Verfahren nach Anspruch 47 oder 48, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB R\ R2, R^ und R* Ci -C4-Alkoxygruppen, insbesondere Methoxygruppen sind. 

55 

50. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 49. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB X\ X2 und X^ Ci -C2-Alkoxy(oligo-ethylenoxid)gruppen mit 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 5 Ethylen- 

27 
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oxideinheiten sind. 

51. Gegenstand mit einer oxidischen Oberflache, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 dafi die oxidische Oberflache mindestens teilweise durch eine Bindeschicht bedeckt ist, die durch 

Reaktion von einem oder melireren Silanen nach Anspruch 42 mit der Oberflache gebildet ist, wobei 
X\ und in den Fornaeln (III) und (IV) Ci -C*-Alkoxy(oligo-C2-C4-a!kylenoxid)gruppen sind. 

52. Gegenstand nach Anspruch 51 , 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Bindeschicht eine abgesattigte Schicht ist. 

53. Gegenstand nach Anspruch 51 oder 52, 
dadurch gekennzeichnet, 

75 daB er ein medizinischer Gegenstand ist, der zum direkten Kontakt mit Blut Oder anderen Korperflus- 
srgkeiten vorgesehen ist. 



20 
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(54) Biotinsiian-Verbindungen und diese Verbindungen enthaltende Bindematrix 

(57) Die Erfindung betrifft eine Bindematrix, enthal- 
tend ein Trdgermaterial mit einer oxidischen Oberfldche 
und einen daran uber Ankergruppen kovalent gebunde- 
nen Festphasen-Reaktanden. der mit mindestens 
einem freien Reaktionspartner bindefdhig 1st. dadurch 
gekennzeichnet, daB der Festphasen-Reaktant erne 
verdunnte und im wesentlichen lateral homogene Bin- 
deschicht auf der Oberfldche des Trdgermaterials bildet 
und daB die Ankergruppen Silangruppen sind und mit 
dem Festphasenreaktanden uber ein Spacermolekul 
verknupft sind. 
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